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·实验研究·

鼠尾草酸增加１，２５（ＯＨ）２Ｄ３诱导ＨＬ６０细胞分化及其机制研究

任立红，陈娟娟，安慧萍

（哈尔滨医科大学第二临床学院儿科，黑龙江 哈尔滨　１５００８６）

　　［摘　要］　目的　已证实１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可以诱导ＨＬ６０细胞向成熟单核细胞分化，但其不足之处是高钙血
症和形成耐药株。该实验应用鼠尾草酸（ＣＡ）联合１，２５（ＯＨ）２Ｄ３研究对 ＨＬ６０细胞分化的影响及引起细胞内活
性氧（ＲＯＳ）水平和细胞内钙离子浓度的改变。方法　应用鼠尾草酸，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３单独和联合应用处理ＨＬ６０细
胞，共分为５组：空白对照组；低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３（１ｎｍｏｌ／Ｌ）组、鼠尾草酸组；联合处理组（１０μｍｏｌ／Ｌ鼠尾草酸和
１ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３）；高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）组。每２４ｈ监测１次，通过四唑氮蓝（ＭＴＴ）法观察
细胞生长，共７２ｈ；收集处理后７２ｈ的ＨＬ６０细胞，通过光学显微镜观察细胞形态，用流式细胞仪（ＦＣＭ）检测不同
处理组细胞周期及单核细胞分化标记ＣＤ１４的表达，ＲＯＳ和细胞内钙离子浓度。结果　７２ｈ后，联合处理组ＨＬ６０
细胞与空白对照组相比，细胞增殖明显受抑制（Ａｂ＝０．５６０±０．０２０；Ｐ＜０．０１），细胞形态具有成熟单核细胞特征，
ＣＤ１４的表达率升高（５７．６２％；Ｐ＜０．０１），Ｇ０／Ｇ１期细胞显著增多，ＲＯＳ水平下降［（５２．６７±１０．７６）％，Ｐ＜０．０１］；
联合处理组细胞内钙离子水平同空白对照组比较差异无显著性（１１５．６４±１７．７４ｎｍｏｌ／Ｌ，Ｐ＞０．０５），但与高浓度１，
２５（ＯＨ）２Ｄ３组相比细胞内钙离子水平明显下降（Ｐ＜０．０１）。结论　 鼠尾草酸可增强１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对ＨＬ６０细胞
的诱导分化、增强抑制ＨＬ６０细胞增殖作用，细胞阻滞于Ｇ０／Ｇ１期，细胞内活性氧水平降低，这可能与细胞的诱导
分化机制有关，且这一联合作用不增高细胞内钙离子水平。 ［中国当代儿科杂志，２００８，１０（１）：５５－５９］

［关　键　词］　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３；鼠尾草酸；细胞分化；活性氧；ＨＬ６０细胞
［中图分类号］　Ｒ－３３　　［文献标识码］　Ａ　　［文章编号］　１００８－８８３０（２００８）０１－００５５－０５

ＥｎｈａｎｃｅｍｅｎｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｆＨＬ６０ｃｅｌｌｓｂｙ１，２５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎ
Ｄ３ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｃａｒｎｏｓｉｃａｃｉｄ
ＲＥＮＬｉＨｏｎｇ，ＣＨＥＮＪｕａｎＪｕａｎ，ＡＮＨｕｉＰｉｎｇ．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＰｅｄｉａｔｒｉｃｓ，ＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＨａｒｂｉｎＭｅｄｉｃａｌＵｎｉ
ｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈａｒｂｉｎ１５００８６，Ｃｈｉｎａ（Ｅｍａｉｌ：ｒｅｎｌｉｈｏｎｇ１＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ）
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ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｃａｒｎｏｓｉｃａｃｉｄｏｎｍｏｎｏｃｙｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎａｓｗｅｌｌａｓｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｒｅａｃｔｉｖｅ
ｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ａｎｄＣａ２＋ ｌｅｖｅｌｓｉｎｈｕｍａｎｌｅｕｋｅｍｉａＨＬ６０ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＨＬ６０ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｒａｎｄｏｍｌｙｔｒｅａｔｅｄ
ｗｉｔｈ１ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３，１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３，１０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｎｏｓｉｃａｃｉｄ，ａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ１ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５
（ＯＨ）２Ｄ３ａｎｄ１０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｎｏｓｉｃａｃｉｄｏｒｐｌａｃｅｂｏ．ＣｅｌｌｇｒｏｗｔｈｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙｆｏｒ７２ｈｒｓａｔａｎｉｎｔｅｒｖａｌｏｆ２４
ｈｒｓ．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄａｆｔｅｒ７２ｈｒｓｏｆｃｕｌｔｕｒｅ．Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｙｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ．Ｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｃｅｌｌｃｙｃｌｅ，ｍｏｎｏｃｙｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒＣＤ１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ａｎｄｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳａｎｄＣａ２＋

ｌｅｖｅｌｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ１ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ａｎｄ１０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｎｏｓｉｃａｃｉｄｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｇｒｅａｔｅｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ（Ａｂ：０．５６０±０．０２０ｖｓ１．４８２±０．３２７；Ｐ＜０．０１），ｍａｔｕｒｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃｆｅａｔｕｒｅｓ，Ｇ０／Ｇ１ｃｅｌｌａｒｒｅｓｔ，ｈｉｇｈｅｒ
ＣＤ１４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（５７．６２±０．８１７％ ｖｓ２．７６±０．８２８％；Ｐ＜０．０１），ｌｏｗｅｒｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｌｅｖｅｌｓ（５２．６７±１０．７６％
ｖｓ８６．４６±４０．５２％；Ｐ＜０．０１）ａｎｄｓｉｍｉｌａｒｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ ｌｅｖｅｌｓｉｎＨＬ６０ｃｅｌｌｓｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｌａｃｅｂｏ
ｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆａｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ１ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３ａｎｄ１０μｍｏｌ／Ｌｃａｒｎｏｓｉｃａｃｉｄｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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２＋
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ｄｏｓｅｎｏｔｉｎｃｒｅａｓｅｓｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒＣａ２＋ｌｅｖｅｌｓ． ［ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ，２００８，１０（１）：５５－５９］
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　１，２５ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｖｉｔａｍｉｎＤ３；Ｃａｒｎｏｓｉｃａｃｉｄ；Ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｓｉｅｓ；ＨＬ６０ｃｅｌｌ

　　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３不仅有维持体内钙离子稳定，还
具有诱导细胞分化、抑制细胞增生、调节某些原癌基

因表达以及免疫调节等功能，尤其对急性髓性白血

病细胞的调节和诱导分化具有重要作用。体内外实

验证明１，２５（ＯＨ）２Ｄ３可以诱导ＨＬ６０、ＮＢ４等细胞
向成熟单核细胞的分化，并抑制细胞的增殖，因此

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３是除维甲酸以外的另一种有前途的
肿瘤细胞诱导分化剂。研究发现与其他药物联合应

用可减少１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的剂量，并提高肿瘤细胞
对１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的敏感性

［１］。

近期发现几种从植物提取的抗氧化剂化合物可

增强１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对白血病细胞系的分化和抗增
殖作用，如多酚类姜黄和水飞蓟素、类胡萝卜素，番

茄红素等。鼠尾草酸（ＣＡ）为一种从迷迭香提取的
多酚类物质，有研究［２］已发现其在促进某些试剂诱

导白血病细胞分化方面有一定作用。最近已有将

ＣＡ与１，２５（ＯＨ）２Ｄ３衍生物联用于粒细胞白血病鼠
模型，发现它们在抗肿瘤方面有明显的协同效应，该

研究将为１，２５（ＯＨ）２Ｄ３临床治疗粒细胞白血病起
明显推动作用［３］。研究表明 １００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５
（ＯＨ）２Ｄ３对 ＨＬ６０细胞有明显诱导分化作用，而
１０ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３对该细胞系无诱导分化效
应［４］，本实验将 ＣＡ与低浓度的 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３
（１ｎｍｏｌ／Ｌ）联合作用于 ＨＬ６０细胞，观察 ＨＬ６０细
胞生长、诱导分化情况，并与 １００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５
（ＯＨ）２Ｄ３作比较，研究二者是否有协同作用，并进一
步观察细胞内活性氧水平的改变及细胞内钙离子浓

度的改变。

１　材料和方法

１．１　材料
１．１．１　细胞株　　ＨＬ６０细胞购于天津血研所。
１．１．２　试剂　　鼠尾草酸，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３，Ｆｌｕｏ３
（含Ｆ１２７），ＭＴＴ，均购于 Ｓｉｇｍａ公司 ，ＥＧＴＡ购于
Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ＦＩＴＣＣＤ１４为美国 ＢＤ公司产品。活
性氧检测试剂盒购于普利莱基因技术有限公司；

ＲＰＭＩ１６４０，胎牛血清（ＦＢＳ），ＰＢＳ为Ｈｙｃｌｏｎｅ产品；无
水乙醇，二甲亚砜均由哈尔滨医科大学二院试验中心

提供。流式细胞仪ＦＡＣＳｏｒｔ为美国ＢＤ公司产品。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＨＬ６０悬浮培养于含１０％胎

牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于５％ＣＯ２，３７℃饱
和湿度的培养箱中培养，每２～３ｄ传代１次。
１．２．２　药物的配置　　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３和鼠尾草酸
用无水乙醇配成储存液，－２０℃避光保存。用前以
培养基稀释，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的终浓度为１ｎｍｏｌ／Ｌ，
１００ｎｍｏｌ／Ｌ，鼠尾草酸终浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ。乙醇
体积分数低于０．１％，试验表明该浓度对 ＨＬ６０细
胞没有影响。

１．２．３　试验分组及用药方法　　取对数生长期细
胞，按５×１０５／ｍＬ起始浓度接种于６孔板中培养，共
分５组。１组为空白对照组，加等量无水乙醇，终浓
度的体积小于０．１％；２组为低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３，
加入１ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３；３组为联合处理组，加
入１０μｍｏｌ／Ｌ鼠尾草酸和１ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５（ＯＨ）２Ｄ３，
４组为鼠尾草酸组，加入１０μｍｏｌ／Ｌ鼠尾草酸；５组
为高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组，加入１００ｎｍｏｌ／Ｌ１，２５
（ＯＨ）２Ｄ３。置于５％ ＣＯ２，３７℃饱和湿度的培养箱
中避光培养。每组试验重复３次。
１．２．４　观察细胞的生长状态　　取对数生长期细
胞，以１×１０５／Ｌ接种于９６孔板，根据实验要求加入
不同药物共２００μＬ，平行３个复孔，置于ＣＯ２培养箱
中培养，每２４ｈ检测１次。于每次检测前４ｈ每孔
加入 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）２０μＬ，３７℃继续孵育
４ｈ，然后终止培养，离心，弃上清，每孔加入１５０μＬ
ＤＭＳＯ，充分溶解结晶物，而后选择４９２ｎｍ波长在酶
联免疫检测仪上测定各孔光吸收值，记录结果，共

３ｄ，同时台盼蓝染色观察细胞活力。
１．２．５　细胞形态学检测　　将药物处理 ７２ｈ的
ＨＬ６０细胞取１ｍＬ细胞悬液离心涂片，自然晾干后
用ＷｒｉｇｈｔＧｉｅｍｓａ染色１０ｍｉｎ，在光学显微镜下观察
细胞形态的变化。

１．２．６　细胞表面标记 ＣＤ１４的检测　　离心收集
药物处理７２ｈ的细胞，调整细胞密度为５×１０６／Ｌ，
取２份细胞悬液各 １００μＬ，分别加入 １０μＬ的
ＦＩＴＣＣＤ１４，轻微混匀后避光孵育 ３０ｍｉｎ，再加入
４００μＬ１×ＰＢＳ溶液，流式细胞仪检测。
１．２．７　细胞周期动力学检测　　分别离心收集药
物作用７２ｈ的细胞，以７０％的乙醇固定，４℃保存。
测定前将标本用１×ＰＢＳ洗涤３次，ＲＮＡ酶（１ｇ／Ｌ）
消化１５ｍｉｎ（３７℃），碘化丙锭（ＰＩ，５０ｍｇ／Ｌ）ＤＮＡ
染色３０ｍｉｎ，然后用流式细胞仪检测细胞周期。
１．２．８　细胞内活性氧水平测定　　测定方法参照
·６５·
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文献［５］进行，２′，７′一二氯荧光乙酰乙酸盐（２′，７′ｄｉ
ｃｈｌｏｒｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｄｉａｃｅｔａｔｅ，ＤＣＦＨＤＡ）自由扩散进入
细胞后被酯酶催化变成 ＤＣＦＨ，在活性氧存在下被
氧化成２′，７′二氯荧光素（ＤＣＦ），ＤＣＦ荧光强度与
细胞内活性氧水平显示正相关性。ＤＣＦ的激发波
长为４５０ｎｍ，吸收波长为５３０ｎｍ。收集孵育７２ｈ
不同组别的细胞，调整细胞数为１×１０６，用ＰＢＳ洗２
次，将１０ｍｍｏｌ／ＬＤＣＦＨＤＡ用 ＰＢＳ按１∶１０００稀释
为１０μｍｏｌ／Ｌ，加入细胞重新悬浮，在３７℃避光孵育
１ｈ，用ＰＢＳ洗３次，收集细胞，流式细胞仪分析。
１．２．９　细胞内Ｃａ２＋浓度测定　　Ｆｌｕｏ３ＡＭ是一种
可透膜的Ｃａ２＋荧光探针，激发波长５０６ｎｍ，吸收波
长５２６ｎｍ，进入细胞后与 Ｃａ２＋结合，其荧光强度与
Ｃａ２＋含量呈正比。收集孵育７２ｈ不同组别的细胞，
调整细胞数为 １×１０６，用 ＰＢＳ洗去培养液，ＰＢＳ
１ｍＬ悬浮细胞，加入含Ｆ１２７的Ｆｌｕｏ３ＡＭＤＭＳＯ溶
液，使其终浓度 ５ｍｍｏｌ／Ｌ，３７℃避光孵育 １ｈ。用
ＰＢＳ洗涤３次，悬浮细胞，用流式细胞仪测得荧光值
为 Ｆ；然后加入 ＴｒｉｔｏＸ１００（终浓度为 ０．１％）和
ＣａＣｌ２（终浓度为５ｍｍｏｌ），室温避光孵育５ｍｉｎ，用
流式细胞仪获取测得的荧光值为最大值Ｆｍａｘ，然后
再加入ＥＧＴＡ（终浓度为１０ｍｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ＝８．０），室温
避光孵育５ｍｉｎ测得的荧光值为最小值Ｆｍｉｎ。用公
式计算细胞内钙离子浓度，［Ｃａ］ｉ＝ｋｄ×［ＦＦｍｉｎ］／
［ＦｍａｘＦ］，ｋｄ＝４５０ｎｍ。
１．３　统计学处理

计量数据用均值±标准差（ｘ±ｓ）表示。所有试
验结果均重复３次，ＳＰＳＳ１３．０软件处理，采用单因
素方差分析。

２　结果

２．１　各组不同时间对ＨＬ６０细胞生长的影响
低浓度 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３对 ＨＬ６０细胞无明显生

长抑 制 作 用，与 对 照 组 比 较 无 统 计 学 差 异

（Ｐ＞０．０５）；联合处理组的生长抑制作用明显高于
空白对照组（Ｐ＜０．０１），作用效应约增加１００倍，与
高浓度 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３组比较无差异（Ｐ＞０．０５），同

时台盼蓝染色表明各组较少出现死细胞。说明１，
２５（ＯＨ）２Ｄ３与ＣＡ联用对ＨＬ６０细胞增殖有显著的
抑制作用（表１）。
２．２　形态学改变

ＨＬ６０细胞经高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用７２ｈ
后细胞形态向单核细胞分化：细胞形态不规则，核浆

比变小，细胞核由圆形变为肾型、马蹄形等，可有折

叠，染色质疏松，细胞质可见颗粒。联合处理组细胞

形态与高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组细胞形态相似，细胞
也向单核细胞分化。

２．３　细胞表面标记ＣＤ１４表达的检测
ＣＤ１４是成熟单核细胞的表面抗原之一，随着细

胞的分化其表达逐渐升高，检测 ＣＤ１４的表达情况
可反映细胞向单核细胞分化的程度。实验结果表

明，联合处理组作用７２ｈ后，５７．６２％的细胞 ＣＤ１４
表达阳性，与对照组、低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组比较
阳性率明显升高（Ｐ＜０．０１），与高浓度 １，２５
（ＯＨ）２Ｄ３相比无明显差异（Ｐ＞０．０５），而１０μｍｏｌ／
Ｌ鼠尾草酸组的 ＣＤ１４的表达与对照组比较差异无
统计学意义（Ｐ＞０．０５）。说明 ＣＡ可使 １，２５
（ＯＨ）２Ｄ３的诱导分化作用增强（表２）。
２．４　细胞周期的检测

联合处理组、高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作用 ７２ｈ
后，两组 Ｇ０／Ｇ１期细胞较对照组显著增高（Ｐ＜
０．０１），各组Ｓ期显著下降（Ｐ＜０．０１），说明细胞增
殖阻抑于Ｇ０／Ｇ１期（表３）。
２．５　细胞内活性氧水平变化

表４显示单独应用鼠尾草酸和低浓度 １，２５
（ＯＨ）２Ｄ３处理细胞，ＲＯＳ与对照组无明显差异
（Ｐ＞０．０５），而联合处理组显示 ＲＯＳ水平明显下降
（Ｐ＜０．０１），与高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３相比ＲＯＳ水平
无明显差异（Ｐ＞０．０５）。
２．６　细胞内Ｃａ２＋水平变化

表５显示高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）使
细胞内钙离子明显高于空白对照组（Ｐ＜０．０１），而应
用联合处理组，细胞内钙离子与空白对照组无明显差

异（Ｐ＞０．０５），较高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３细胞内钙水平
明显降低（Ｐ＜０．０１）。

表１　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３和ＣＡ对ＨＬ６０细胞生长的影响 Ａｂ，（ｘ±ｓ）

组　　别 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ
空白对照组 ０．３１０±０．０６８ ０．６４２±０．００８ １．４８２±０．３２７
低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ０．２７２±０．０３４ ０．５５２±０．０３２ｂ １．２５９±０．０４１ｂ

联合处理组 ０．２３７±０．０１４ ０．４３７±０．０１２ａ ０．５６０±０．０２０ａ

鼠尾草酸组 ０．２６４±０．０３６ ０．５０３±０．０２３ ０．７５２±０．０３５ａ

高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ０．２３９±０．０２３ ０．２６６±０．０２７ａ，ｂ ０．５５３±０．０４４ａ

　　注：ａ：与空白对照组比较Ｐ＜０．０１；ｂ：与联合组比较Ｐ＜０．０１。
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　　表２　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３和 ＣＡ对 ＨＬ６０细胞作用７２ｈ
后ＣＤ１４表达的影响 （ｘ±ｓ）

组　　别 ＣＤ１４阳性（％）

空白对照组 ２．７６±０．８２８ｂ

低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 １４．２８±３．１９２ａ，ｂ

联合处理组 ５７．６２±０．８１７ａ

鼠尾草酸组 ４．２６±０．５４９ｂ

高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ６０．９９±１．４９６ａ

　　注：ａ：与空白对照组比较Ｐ＜０．０１；ｂ：与联合组比较Ｐ＜０．０１。

　　表３　１，２５（ＯＨ）２Ｄ３和ＣＡ对ＨＬ６０细胞周期
的影响 （ｘ±ｓ）

组　　别 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期
空白对照组 ３７．０１５±０．６１５ｂ ６２．９６±１．５６６ｂ

低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ４５．５３５±２．６０９ａ，ｂ ５１．６７±２．８５ａ

联合处理组 ５６．７１５±１．２８ａ ４１．５５±１．３６４ａ

鼠尾草酸组 ４２．７６５±１．７７５ｂ ５１．６４±１．１６７ａ

高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ５２．１８５±１．３２２ａ ４３．２２±１．２８７ａ

　　注：ａ：与空白对照组比较Ｐ＜０．０１；ｂ：与联合组比较Ｐ＜０．０１。

　　表４　流式细胞仪显示不同处理组细胞内ＲＯＳ
水平 （ｘ±ｓ）

组　　别 ＲＯＳ水平（％）
空白对照组 ８６．４６±４．５２
低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ８１．４２±４．７０
联合处理组 ５２．６７±１０．７６
鼠尾草酸组 ８９．６９±５．５１
高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ５１．０８±１０．０１

　　注：ａ：与对照组相比Ｐ＜０．０１。

　　表５　流式细胞仪显示不同处理组细胞内钙离子
水平 （ｘ±ｓ）

组　　别 ［Ｃａ］ｉ（ｎｍｏｌ／Ｌ）
空白对照组 １００．５８±１４．８２
低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 ９５．４２±８．８３ｂ

联合处理组 １１５．６４±１７．７４ｂ

鼠尾草酸组 １２４．４１±９．８ｂ

高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组 １８５．７５±２７．３８ａ

　　注：ａ：与空白对照组相比 Ｐ＜０．０１；ｂ：与高浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３
相比Ｐ＜０．０１。

３　讨论

维生素Ｄ是一种脂溶性维生素，它与甲状旁腺
激素、降钙素一样，可看作是调节体内钙代谢的激

素。它的作用除维持机体离子稳定和促进骨骼重吸

收外，还具有诱导细胞分化、抑制细胞增殖、拮抗胶

原形成、调节原癌基因表达以及免疫调节等功能。

体外实验证实，１，２５（ＯＨ）２Ｄ３除了对骨肉瘤细胞
系、乳腺癌细胞、膀胱癌、前列腺癌、肺癌和结肠癌等

恶性细胞有生长抑制效应［６］，还能诱导多种白血病

细胞株（ＨＬ６０、ＮＢ４等）向单核巨噬细胞分化，并对
白血病细胞的增殖起抑制作用［７］。临床应用１，２５
（ＯＨ）２Ｄ３治疗多种血液病如急性早幼粒细胞白血
病、骨髓纤维化、骨髓增生异常综合征等取得一定疗

效。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３作为一种有效的肿瘤诱导分化
剂已越来越受到重视。

随着１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的广泛应用，其不足之处也
逐渐显露了出来，主要是导致高钙血症［５］。另一方

面，耐药株的出现也影响了疗效。为克服这些问题，

一方面致力于１，２５（ＯＨ）２Ｄ３衍生物的研究，以期获
得高效低毒的药物；另一方面将１，２５（ＯＨ）２Ｄ３与其
他药物如诱导分化剂、抗肿瘤药、细胞因子、中药等

联合应用，以提高肿瘤细胞对１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的敏感
性，从而降低用药量。实验结果显示，１０μｍｏｌ／Ｌ的
ＣＡ与１ｎｍｏｌ／Ｌ的１，２５（ＯＨ）２Ｄ３联合应用明显抑
制细胞增殖，细胞形态向单核细胞分化，ＣＤ１４的表
达显著增加，达５７．６２％，细胞阻滞于 Ｇ０／Ｇ１期，较
对照组及单独应用 ＣＡ及低浓度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３组
有显著差异（Ｐ＜０．０１），而与高浓度 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３
组比较无统计学差异（Ｐ＞０．０５），表明 ＣＡ可明显
增强１，２５（ＯＨ）２Ｄ３诱导的 ＨＬ６０细胞向单核细胞
分化，增强约１００倍。

正如许多致癌剂必须经过体内代谢或体外活化

才能攻击ＤＮＡ分子导致肿瘤发生一样，许多化疗药
物也是通过自由基途径才实现其抗肿瘤作用的，因

为肿瘤细胞内的自由基产生与清除处于失衡状态，

产生自由基能力强，而清除自由基能力弱。全反式

维甲酸可诱导人Ｕ９３７，ＨＬ６０细胞的分化时超氧阴
离子自由Ｏ２

－的含量升高几倍到数百倍。五倍子酸

在诱导ＨＬ６０细胞凋亡时作用５ｍｉｎ就出现了ＲＯＳ
增加且呈浓度依赖性，而抗氧化剂可抑制这种作

用［８］。许多试验证明：结构不同的抗氧化剂，例如

多酚，胡萝卜素，维生素Ｅ，维生素 Ｃ，类脂类化合物
酸都可以增强１，２５（ＯＨ）２Ｄ３和 ＡＴＲＡ诱导白血病
细胞分化的作用，但是它们本身并没有诱导分化的

作用，它们唯一共同的特点是改变了细胞内的氧化

还原状态［９］。鼠尾草酸属于茶多酚，作为一种食品

添加剂，它能有效的清除可以损害生物膜的过氧化

氢，次氯酸等，具有很强的抗氧化活性，在细菌中可

呈抗诱变作用，并在几种实体瘤细胞和动物模型中

有抗癌活性［１０］同时，１０μｍｏｌ／Ｌ～３０μｍｏｌ／Ｌ的鼠尾
草酸可以抑制线粒体、微粒体的脂质过氧化反

应［１１］，保护红细胞抵御氧化导致的溶血反应，还可

·８５·
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以抑制由人主动脉上皮细胞产生的低密度脂蛋白

的氧化作用［１２］。在本试验中，分别用鼠尾草酸和

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３单独和联合应用处理ＨＬ６０细胞，观
察细胞内ＲＯＳ水平，随着１，２５（ＯＨ）２Ｄ３浓度的升高，
ＲＯＳ水平明显下降，单独应用鼠尾草酸（１０μｍｏｌ／Ｌ）
并不显著降低细胞内ＲＯＳ水平，但是当它和低浓度
的１，２５（ＯＨ）２Ｄ３联合应用时降低细胞内 ＲＯＳ水平
与高浓度 １，２５（ＯＨ）２Ｄ３降低细胞内 ＲＯＳ水平相
似，这表明鼠尾草酸在该试验中是诱导增效剂，它是

通过增强１，２５（ＯＨ）２Ｄ３的抗氧化作用而改变细胞
内的氧化还原状态。１，２５（ＯＨ）２Ｄ３诱导白血病细
胞分化的机制目前研究最多的是 ＡＰ１的作用，
ＡＰ１是一种氧化还原敏感的转录调控因子，它可修
饰谷胱甘肽从而调节蛋白功能改变［１３］，它与位于

ＶＤＲ基因启动子区的 ＤＮＡ反应元件的联结，从而
激活或诱导细胞分裂素活化蛋白激酶途径等［１４］。

我们推测鼠尾草酸和１，２５（ＯＨ）２Ｄ３联合可以增加
１，２５（ＯＨ）２Ｄ３上调ＡＰ１的功能。

１，２５（ＯＨ）２Ｄ３起诱导分化的作用所需浓度为
正常生理浓度的１０３～１０４倍，易引起高钙血症，因
而限制了它的应用［７］。在本试验中，可以看到高浓

度１，２５（ＯＨ）２Ｄ３处理组细胞内钙离子明显高于空
白对照组和联合处理组（Ｐ＜０．０１），而空白对照组
和联合处理组细胞内钙离子浓度无明显差异（Ｐ＞
０．０５）。这表明鼠尾草酸和１，２５（ＯＨ）２Ｄ３联合应用
既可以表现出和高剂量１，２５（ＯＨ）２Ｄ３相似的分化
程度还可以减少由于高钙血症导致的副作用。
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